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Abstract of FR2781502 

A process for the production of tetraacetylphytosphingosine (TAPS) using Pichia ciferrii strain DSCC 7-25 
(KCCM-10131), is new. A process for the production of tetraacetylphytosphingosine (TAPS) using Pichia 
ciferrii strain DSCC 7-25 (KCCM-10131) comprises: (1) fermentation with the yeast strain until maximum 
concentration of TAPS in fermentation medium becomes 5-15 g/L, where: (a) the composition of YMgl 
medium comprises yeast extract, malt extract, peptone, glycerol containing CaCI2 and citrate; (b) the 
temperature of cultivation is 22-28 deg C; and (c) the agitation speed of the medium is 400-600 rpm; (2) 
transferring the fermentation mass to an aging tank; (3) separating the TAPS using organic solvent; and 
(4) purifying the TAPS by silica gel chromatography. 
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PROCEDE IVIICROBIOLOGIQUE DE PREPARATION 
LEVURE PICHIA CIFERRII DSCC 7-25. 



La presente invention concerne un procecl6 microbio- 

loglque de preparation de sphingolipides. en particulier, de 
t6traac6tylphytosphingosine (TAPS)» gut utilise une nouvel- 
le cellule de levure Pichia cifen-ii DSCC 7-25 dans des con- 
ditions optimales de fenmentation. En outre, cette invention 
concerne une nouvelle cellule de levure Pichia ciferrii DSCC 
7-25 et son proc6d6 d'tsolement ^ partir de la souche de Pi- 
chia ciferrii de type sauvage. 



DE SPHINGOUPIDES UTILISANT UNE NOUVELLE 
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La presente invention conceme un precede tnicrobiologique de 
preparation de sphingolipides, en paiticulier, de tetiaacetylphytosphingosine 
(TAPS), utilisant une nouvelle levure Picliia cifenii DSCC 7-25 dans des 
conditions de fermentation definies. De plus, cette invention conceme une 
5 nouvelle levure Pichia cifenii DSCC 7-25 et son procede d'isolement a 
paitir de la souche parentale de Pichia cifen ii ATCC 1 409 1 . 

Le tenne "sphingolipides" designe un groupe de lipides derives de 
sphingosine. De plus, les sphingolipides contiennent de la sphingosine, de la 
dihydrosphingosine ou de la phytosphingosine sous fomie d une base liee 
It) par une liaison amide a un acide gras. Les bases sphingosine et 
phytosphingosine peuvent etie utilisees comme substances de depart dans la 
synthase d'un groupe particulier de sphingolipides, a savoir, les ceramides. 
Les ceramides constituent le composant lipidique principal de la couche 
coniee, qui assure une fonction inipoitante de baniere. Par consequent, les 
15 produits cosmetiques pour la peau contenant des ceramides ont pour 
fonction de conferer des proprietes de retention d'eau a la peau. 

Actiiellement, les preparations heterogenes de sphingolipides pour 
des produits cosmetiques sont piincipalement extraites a paitir de sources 
d'origine animale. De toute evidence, il s'agit la d'un procede relativement 
20 couteux a Techelle industrielle. De plus, il s'est avere que ces substances 
sont potentiellement dangereuses en raison, par exemple, de la presence 
eventuelle d'encephalomyelite spongifonne bovine (BSE) dans le tissu 
bovin. Ainsi, I'industiie cosmetique a manifeste un interet croissant pour de 
nouvelles sources de sphingolipides purs, bien defmis, qui sont obtenus a 
25 panir de sources autres que les tissus animaux. 

II s'est avere que des micro-organismes tels que les levures Pichia 
ciferrii, anciennement appelees Hansenula cifemi et Endomycopsis cifenii 
(Stodola et Wickerham, I960: Wickerhani et Stodola, I960; Wickerham et 
coll.. 1954; Wickerham, 1951), produisent des sphingolipides en tant que 
30 tels, ainsi que de la sphingosine, de la phytosphingosine et/ou leurs derives. 
Cette decouverte founiit des sources de sphingolipides proprement dits et 
des substances de depait pour la production d'autres composes d'interet 
connnercial qui pounaient offrir une alternative interessante a I'utilisation 
de sources animates de ces composes. 
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La voie de biosynthese de la tetraacetylphytosphingosine (TAPS) 
dans Pichia cifenii a ete deciite par Barenliolz et coll. (1973). La voie de 
biosyiUhese de la sphingosine et de la dihydrosphingosine est proposee par 
Dimari et coll. (1971). Barenliolz et coll. (1971 & 1973) ont etudie le 
5 contexte metabolique de la production de TAPS et d'autres bases 
sphingolipidiques dans quatre souches de Pichia cifenii . Dans cette demiere 
etiide, les profils de quatre enzymes niicrosoinaies specifiques de la 
biosynthese de bases acetylees de sphingosine d'un faible producteur ( Pichia 
cifenii NRRL Y-1031, E-Il, se.xe b, 8-20-57) et dun grand producteur 

in (Pichia cifenii NRRL Y-103 1. F-60-10) ont ete compares. 11 s'est avere que 
I'activite specifique de la 3-cetodiliydrosphingosine-synthetase et de la base 
a chaine longue-acetyl-CoA-acetyltiansferase a ete respectivement 
multipliee par 5-10 et par 30, par rappon au faible productem*. alors que les 
activites de la pahnityl-thiokinase et de la 3-cetodihydrosphingosine- 

15 reductase etaient similaires. Ccci indique que dans le faible producteur, 
Tactivite de la 3-cetodihydrosphingosine-synthetase et de la base a chaine 
longue-acetyl-CoA acetyltiansferase constitue les etapes limitantes de la 
synthese de sphingosines acetylees. Dans les conditions de croissance 
defmies, il s'est avere que Pichia cifen ii NRRL Y- 103 I F-60-10 produit 300 

2o jimoles/L de bases sphingosine (environ 0,15 g/l), dont au moins 250 
[unoles/L etaient exti'acellulaires. Meme lorsque les conditions de cultures 
ont ete optimisees pour la production de TAPS, seul 0,485 g/l de TAPS 
(0,024 g de TAPS/g de levure seche) a ete obtenu (Maister et coll., 1962). 

En utilisant la souche de groupe d'appariement F-60-10, Maister a 

25 reussi a produire jusqu'a 300 g/l, dans une fennentation par lots, a Techelle 
pilote. en utilisant le glucose coinme source de carbone. a 25^C. La TAPS 
produite est le D-D-erythioisoinere, qui a la meme steieochimie que la 
phytosphingosine presente dans la peau humaine. La TAPS pent etie 
facilement desacetylee en phytosphingosine. Cependant, les rendements en 

30 TAPS sont trop faibles pour avoir un quelconque interet pratique dans la 
production industrielle. 

Recemment, de nombreux chercheurs ont tente d'ameliorer la 
productivity en sphingolipides en utilisant des cellules mutantes de Pichia 
cifenii . Selon la description de WO 94/10131 (PCT/GB93/02230), une 

35 production maximale de 2700 nig/1 de TAPS a ete rappoitee en utilisant 
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Picliia cifenii NRRL Y-I03I F-60-10 clans une femieiitation par lots avec 
line productivite en TAPS de 22.5 ing/I/h. En outre, dans WO 95/12683 
(PCT/EP94/03652), des mutants derives de la souche de groupe 
d'apparieinent de Pichia cifenii F-60-10 presentaient une augmentation de 
5 la productivite en TAPS de 40-60% par rappoit a la souche parentale. 
D autre pait, EP 0 688 871 A2 decrivait la selection et Tisolement d'un 
nouveau mutant de Pichia cifenii F-60-10. A Taide de ce mutant, il a ete 
rapporte une production moyenne de TAPS de 500-1000 mg/l et une 
production maximale de 5000 mg/l alors meme que la productivite en TAPS 

lc» n'est que de 30-42 mg/I/h. 

Toutefois, aucune des souches de levure etudiees a ce Jour, meme 
Pichia ciferrii NRRL Y-1031 F-60-10, ne produit de quantite suffisante de 
bases sphingolipidiques. telles que la sphingosine, la phytosphingosine ou 
leurs derives, pour pouvoir constituer une source efficace, interessante sur 

15 le plan economique, pour ces composes. 

Selon les premieres etudes de Wickerham et de ses collaborateurs 
(Wickerham et Stodola, I960), la production de sphingolipides, en 
paiticulier de TAPS, est liee a la sexualite des souches de Pichia cifenii . Un 
groupe d'appariement NRRL Y-1031, F-60-10 foitement producteur de 

20 TAPS etait Tun des isolats de groupe d'appariement derives de la souche 
parentale NRRL Y-1031 (ATTC 14091) qui etait diploide. lis ont egalement 
signale qu'un groupe d'appariement d'un sexe (a) avait tendance a produire 
beaucoup plus de TAPS que Tautre sexe (b). II semblerait, toutefois, qu'il 
existe un ou plusieurs facteins genetiques autres que la sexualite qui 

25 affectent la production de sphingolipides. Le groupe d'appariement 11 de la 
souche Y-1031 produisait beaucoup moins de TAPS que le groupe 
d'appariement F-60-10 de la souche Y-1031 bien qu*il avait le meme sexe 
que le groupe d'appariement F-60-10. 

En se basant sur les precedentes decouveites decrites ci-dessus, on a 

"n deduit que les recombinaisons genetiques durant la meiose d'un Pichia 
cifenii diploide, qui conduit a la fonnation de spores haploides, pouiraient 
engendrer une nouvelle souche de Pichia cifenii de groupe d'appariement 
haploi'de ayant un rendement de production de TAPS plus eleve que le 
groupe d'appariement F-60-10. De plus, on a employe un schema de 

.15 selection qui favorise I'isolement de grand producteur *de TAPS a paitir des 



4 



2781502 



groupes de spores. II a ete demoiitie que Tion calcium influe sur la 
biosynthese des sphingolipides en tnodulant I'activite des enzymes cles 
impliquees dans la voie. Une depletion des ions calcium par addition 
d'EGTA qui chelate les ions calcium dans le milieu de selection empeche 
les cellules de levure de croitie. piobablement en raison du fait qu'elle 
empeche la synthese de sphingolipides dans la cellule. Par consequent, de 
nouveaux isolats haploides qui peuvent croitre dans ces environnements de 
selection sont des grands producteurs possibles de TAPS. 

Le but de la presente invention est de foumir de nouveaux isolats de 
Pichia cifeirii, qui ont ete deposes aupres du Korean Culture Center of 
Microorganism sous le numero d'ordre KCCM-10131 le 30 juin 1998 
confoiTTiement au traite de Budapest, pour preparer de la 
tetraacetylphytosphingosine (TAPS) avec une productivite elevee. 

Un autie but de la presente invention est de foumir un procede 
pennettant une production maximale de TAPS en iitilisant un nouveau 
isolat, Pichia cifenii DSCC 7-25 (KCCM-I0I3 I), ledit procede comprenant 
les etapes de: 

i) femientation avec la souche de levure jusqu'a ce que la 
concentiation maximale de TAPS dans le milieu de fennentation 
atteigne 5-15 g/l, dans laquelle 

a) la composition du milieu YMgl comprend de I'extrait de 
levure, de Textrait de malt, de la peptone, du glycerol 
contenant du CaCh et du citiate; 

b) la temperature de cultiue est de 22-'28°C; 

c) la vitesse d*agitation du milieu est de 400-600 tours/min; 

ii) transfen de la masse de fennentation dans une cuve de 
vieillissement: 

iii) separation de la TAPS a I'aide de solvant organique; et 

iv) purification de la TAPS par chromatographic sur colonne de gel 
de silice. 

L'autre but de la presente invention consiste a foumir le procede 
pennettant une production maximale de TAPS en utilisant une nouvelle 
souche de Pichia cifenii DSCC 7-25 (KCCM-1013 1), caracterise en ce que 
la fennentation est une fennentation par lots, et en ce que la composition du 
milieu YMgl comprend 0,2 0,4% (poids/volume) d'extrait de levure, 
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0.2-0,4% (poids/vokime) d'extiait de malt, 0.3-0,7% (poids/voUnne) de 
peptone, 8,0-12,0% (poids/voluine) de glycerol contenant 5-15 inmoles de 
CaCb et 0,4-0,7% (poids/voluine) de citrate. 

Le but de la presente invention est encore de foumir le precede 
5 pennettant une production maxiniale de TAPS en utilisant une nouvelle 
souche de Pichia cifeirit DSCC 7-25 (KCCM-IOLl I), caracterise en ce que 
la fennentation est une femientation par lots altmentes, et en ce que la 
composition du milieu YMgl coniprend 0,3-0,5% (poid.s/volume) d'extiait 
de levure, 0,3-0,5% (poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-0,7% 

10 (poids/volume) de peptone. 15,0- 18,0% (poids/volume) de glycerol 
contenant 10-20 mmoles de C'aCh 0,5-0,9% (poids/volume) de citiate. 

La figure 1 represente la production de TAPS dans une fennentation 
par lots alimentes. utilisant DSCC 7-25. 

La nouvelle souche de Pichia cifenii DSCC 7-25 utilisee dans la 

15 presente invention est isolee selon les procedes suivants qui ne comprennent 
aucune etape de mutagenese. 

La souche parentale de levure diploi'de Pichia ciferrii ATCC- 14091 
est cultivee dans le milieu YMgl [0.2 -0,4% (poids/volume) d'extrait de 
levure, 0,2-0,4% (poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-0,7% 

20 (poids/volume) de peptone, 2.5 3,5% (poids/volume) de glycerol] sous 
agitation, et est etalee dans le milieu de sporulation [3 -7% d'extrait de malt 
et 4- 5% de gelose]. Ensuite, on obtient des spores en fonne de chapeau, 
puis on selectionne les spores uniques par choc thennique et a I'aide 
d'enzymes de degradation de la parol cellulaire, telles que la glusulase ou 

25 Zymolyase, qui hydrolysent la paroi cellulaire des cellules vegetatives mais 
pas celle des spores. Ce tiaitement enrichit efficacement les spores a paitir 
des cultures cellulaires sporulees, et en particulier, a paitir des cultures 
cellulaires faiblement sporulees. Pour la selection des derives de levure a 
spore unique obtenus, les cellules selectionnees sont cultivees dans le milieu 

.>n YMgl en boite [0,2-0.4% (poids/volume) d'extrait de leviue, 0,2-0,4% 
(poids/volume) d'extrait de malt. 0.3 0.7% (poids/volume) de peptone. 
2.5 3,5% (poids/volume) de glycerol el 2- 30 mmoles d'EGTA], puis les 
cellules sont selectionnees suivant la quantite de sphingolipides liberes. 
Enfm, on isole Pichia cifeirii DSCC 7-25 comme etant la cellule qui libere 

35 le plus de sphingolipides comparee aux autres cellules d'apres I'analyse par 
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CCM et par HPLC. Ces isolats out ete deposes aupres du Korean Culture 
Center of Microorganism sous le nuinero tf ordre KCCM- 10131. 

Ce qui suit decrit des procedes de fennentation pour produire TAPS 
a Vaide de la levure Pichia cifenii DSCC 7-25 selectionnee. 

5 La levure Pichia cifenii DSCC 7-25 selectionnee est ensemencee 

dans le milieu de culture, puis on obtient des cellules concentrees. Les 
cellules ensemencees sont cultivees dans le milieu YMgl avec la souche de 
levure jusqii'a ce que la concentration maximale de TAPS dans le milieu de 
fennentation atteigne 5--7 g/l. En outie, la composition du milieu YMgl 
. io comprend 0,2-^0,4% (poids/volume) d'extiait de levure, 0,2-'0,4% 
(poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-0,7% (poids/volume) de peptone, 
8,0-12% (poids/volume) de glycerol contenant 5-15 mmoles de CaCl2, 
0,4-0,7% (poids/volume) de serine et 0,4--0,7% (poids/volume) de citrate. 

La formation de sphingolipides est regulee par la concentiation en 

15 cation calcium (Ca"^"^) car Tactivite de la serine-palmitoyl-transferase (SPT) 
est stimulee par Taddition de cation calcium dans le milieu. Cependant, dans 
le cas de Pichia cifenii NRRL Y-I03K la production de sphingolipides 
diminue quand on ajoute du cation calcium dans le milieu. 

D'autre pait, Faddition de serine dans le milieu augmente la 

20 production de TAPS, etant domie que les sphingolipides sont biosynthetises 
par la reaction entre la serine et le palmitoyl-CoA. Par consequent, la serine 
est aussi un facteur limitant de la biosynthese des sphingolipides. Suivant 
Taddition de cation calcium et de serine dans le milieu de fennentation, la 
productivite en TAPS a ete augmentee de 4-5 fois comparee a celle en 

25 Tabsence de ces composes dans le milieu. 

Les conditions de fennentation sont optimales lorsque la temperature 
de culture est de 22-28''C et que la vitesse d'agitation du milieu est de 
400- 600 tours/min. Apres la fennentation, la biomasse renfennant les 
sphingolipides est transferee dans une cuve de vieillissement. Ensuite, la 

30 biomasse fennentee est vieillie pendant 2 jours a 3-5°C. On fait precipiter 
les cellules et on les fait deposer au fond de la cuve, puis on extrait les 
sphingolipides a I'aide de solvant organique. Enfin, plus de 95% de TAPS 
purifiee sont obtenus par chromatographie sur colonne de gel de silice. 

La TAPS obtenue pent etre conveitie en sphingosine ou en 

35 phytosphingosine par desacetylation dans une solution basique telle que 
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KOH ou NaOH. En utilisant cette sphingosine on cette phytosphingosine, 
on pent obtenir le ceramide et ses derives par une reaction de N-acylation 
avec iin acide gras. L'acide gras utilise dans cette reaction est un acide gras 
sature ou insature quelconque ay ant 6-40 atonies de carbone et 0-3 doubles 

5 liaisons. De plus, cette reaction s'effectue par une reaction enzymatique ou 
une reaction chimique. Dans le cas d'une reaction chimique. on pent utiliser 
conime reactif de liaison le carbodiimide, le carbodiiinidazole, la 1.2- 
dihydroquinolone et/ou riiydroxybenzotriazole, 

Les exemples suivants servent a expliquer de fa^on plus precise la 

M) presente invention. Toutefois, le cadre de la presente invention ne se liniite 
pas aux exemples suivants. 

EXEMPLE 1 
Isolement de Pichia cifen ii DSCC 7-25 

15 Une souche diploide de Pichia cifenii ATCC-I409I est cultivee dans 

le milieu YMgl [0,2-^0,4% (poids/volume) d'extrait de levure, 0,2-^0,4% 
(poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-0,7% (poids/volume) de peptone, 
2,5-^3,5% (poids/volume) de glycerol] sous agitation a 25°C pendant trois 
jours. Ensuite, les cellules obtenues sont etalees et cultivees dans 0,1-0,5 

20 ml de milieu de sporulation [3 7% d'extrait de malt et 4-5% de gelose] a la 
temperature ambiante pendant 7- 10 jours. On obtient alors des spores en 
fonne de chapeau. Le rendenient de sporulation est de 6-8%. Les spores 
obtenues sont enricliies par une combinaison de tiaitement thennique et de 
traitement a la Zymolyase poui* la selection. Le tiaitement thennique est 

25 realise sur 1-2 ml de suspension de spores (6-10 x lO'^ cellules/ml) a 55°C 
pendant 1-5 minutes et suivi d'un traitement a la Zymolyase 60 000 (10 
mg/ml) pendant 0,5 a 2 heures a 30"C. La premiere selection est realisee 
pour isoler les colonies differentes des cellules parentales au niveau de leur 
fonne, de leur couleur et de leur taille. 50 colonies sont selectionnees panni 
les 400 colonies cultivees a pailir du groupe de spores enrichies. 

Pour la deuxieme selection servant a isoler les derives de levure a 
spore unique obtenus, les cellules selectionnees sont cultivees dans im 
milieu YMgl en boite [0,2-0,4% (poids/volume) d'extrait de levure, 
0,2-0,4% (poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-^0,7% (poids/volume) de 

35 peptone, 2,5-3,5% (poids/vohnne) de glycerol et 2-30 mmoles d'EGTA] a 
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25°C pendant 4 joins. Ensuite. les cellules sont selectionnees selon la 
quantite de sphingolipides Hberes. Le tableau suivant indique la quantite de 
TAPS produite par les souches secondaires selectionnees. 

5 Tableau 1. Quantite de TAPS produite par les isolats haploides dans le 
milieu YMgl 



Souche 


Quantite de TAPS produite (mg/1) 


14091 


120 


2-28 


94 


7-24 


93 


7-25 


319 


7-28 


199 


7-29 


184 


7-40 


116 


7-44 


83 


F-60-10 


241 



Enfin, on isole Pichia cifenii DSCC 7-25 coinme etant la cellule qui 
10 libeie le plus de sphingolipides comparee aux auties cellules d'apres 
I'analyse par CCM et par HPL(\ Le rendenient de production de TAPS par 
Pichia ciferrii DSCC 7-25 est 30% superieur a celui de la souche F-60-10 
qui est connue pour etre la meilleure souche pour la production de TAPS. 

15 EXEMPLE2 

Comparaison de Pichia cifeirii DSCC 7-25 et de Pichia cifen ii 

F-60-10 

La productivite en TAPS dans la presente invention est mesuree par 
rapport a celle de Pichia cifen ii DSCC 7-25. 11 est decrit dans ce qui suit les 
2(» resultats de la comparaison entie Pichia cifenii DSCC 7-25 et Pichia cifenii 
F-60-10. 
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Tableau 2. Resultats de la coinparaison entre Pichia cifenii DSCC 7-25 et 
Pichia cifenii F-6()- 1 0 





DSCC 7-25 


F-60-10 


Temps de doublement (heme) 


1.5 


3,0 


Concentration de bioniasse (g/1 ) 


29,7 


15 


Titre de TAPS (mg/1) 


3193 


24 lb 


Rendement specifique en TAPS 

(mg/gdw) 


10,7 


16,1 


Pioductivite volumetrique (mg 
de TAPS/L/H) 


4.6 


1.7 



5 * Condition de femientation; milieu YMgl (3% de glycerol), 25°C, 250 
tours/min. 

a: le noinbre d'heures jusqu'a la fin de la fennentation etait de 70 
heures 

b: le nombre d'heures jusqu'a la fin de la fennentation etait de 144 
to heures. 

Conune le montre le tableau ci-dessus, la souche DSCC 7-25 possede 
une bien meilleure productivite volumetrique grace a laquelle le cout de 
production est detennine. 

15 

EXEMPLE3 

Optimisation des conditions de fennentation pour Pichia cifen ii 
DSCC 7-25 - effet synergique de CaCl2 et de la serine sur la 
production de TAPS 

20 On cultive au prealable la souche haploide selectionnee Pichia 

cifenii DSCC 7-25 dans le milieu de culture, et on obtient des cellules 
concentrees. Les cellules obtenues sont cultivees dans le milieu YMgl a 
30°C et a 250 tours/min pendant 3 jours. La composition du milieu YMgl 
comprend 0,2-0,4% (poids/volume) d'extrait de levure, 0,2-0,4% 

25 (poids/volume) d'extrait de malt, 0,3-0,7% (poids/volume) de peptone, 
2.5-3,5% (poids/volume) de glycerol contenant 10 mmoles du CaCb et 
0,5% (poids/volume) de serine. 
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La formation de sphingolipides est regulee par la concentration en 
cation calcium (Ca"*"***), car I'activite de la serine-palmitoyl-transferase (SPT) 
est stimulee par Taddition de cation calcium dans le milieu. Cependant, dans 
le cas du groupe d'appariement F-60-10 de Pichia cifeirii NRRL Y-103 K la 
5 production de sphingolipides diniinue si l*on ajoute du cation calcium dans 
le milieu. Le tableau suivant montre Teffet de I'ion calcium sur la production 
de TAPS chez Pichia cifeirii DSCC 7-25 et Pichia cifen ii F-60-10. 

Tableau 3. Effet du cation calcium sur la production de TAPS 

10 



Souche 


Production de TAPS (mg/1) 


Effet 




sans CaCl2 


CaCb(lOinM) 




DSCC 7-25 


396 


744 


+ 1,9 


F-60-10 


241 


43 


-5,6 



D'autie part, I'addition de serine dans le milieu augmente la 
production de TAPS car les sphingolipides sont biosynthetises grace a la 
reaction entie la serine et le palmitoyl-CoA. Le tableau suivant montie 
15 Teffet du cation calcium et de la serine sur la product! vite en TAPS chez 
Pichia ciferrii DSCC 7-25. 



Tableau 4. Rendement de production de TAPS 



Milieu YMgl + 


Rendement de production de TAPS 




mg/i 


ing/gdw 


mg/l/li 


Neant 


284 


22,3 


3,94 


* CaCb 


816 


58,3 


11,33 


** Serine 


784 


54,8 


10,88 


CaCl2 + Serine 


1065 


88.2 


14,79 



2(t * CaCl2 10 mM, *♦ Serine 5 g/l 
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EXEMPLE4 

Optimisation des conditions de fennentation pour Pichia cifenii 
DSCC 7-25: fermentations par lots et par lots alimentes a I'echeUe 

pilote 

5 Les conditions de fennentation sont encore optimisees afin d'obtenir 

un rendement maximal de production de TAPS dans une fermentation a 
I'echelle pilote de 500 L. Les conditions optimisees englobent la 
temperature de cultme qui est de 22-28*^ et la vitesse d'agitation du milieu 
qui est de 200-250 tours/niin. De plus, on examine d*autres facteurs 

10 physiologiques qui influent sur la production de TAPS ainsi que sur la 
biosynthese de lipide et on detennine les concentrations et les conditions 
optimales pour chacun des elements. Ces elements englobent le pH, la 
concentration en ion magnesium et en ion calcium, les acides organiques 
tels que le citrate. 

15 

Tableau 5. Rendement de production de TAPS dans des conditions 
optimisees 



Souche 


Pichia ci 


Fenii DSCC 7-25 


Mode de fermentation 


Par lots { 1 ) 


Par lots alimentes 
(2) 


Temps de doublement 
(heure) 


1.5 


1,5 


Concentiation de biomasse 

(g/i) 


41.6 


85 


Titre de TAPS 
(mg/l) 


6206 


14000 


Rendement specifique en TAPS 
(mg/1) 


149.2 


164,7 


Productivite volumetrique 
(mg de TAPS/L/h) 


51.7 


129,6 



Conditions de fennentation: Temp. 25°C, agitation 210 tours/min, aeration 



20 0.2 vvm et pH initial 7,5. 

(1) : le nombre d'heures jusqu'a la fm de la fennentation etait de 120 heures 

(2) : le nombre d'heures jusqu'a la fm de la fermentation etait de 108 heures. 
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Etant donne que la production de TAPS par la levure Pichia cifeirii 
est associee a la croissance, il a eie mis en evidence quun supplement d'une 
paitie des substances nutritives incluant le glycerol conduit a une 

5 accumulation de TAPS et de ses derives dans la cultiue jusqu'a la depletion 
des substances nutritives. En utilisant une fennentation par lots alimentes, 
dans laquelle le glycerol a ete ajoute progressivement dans le bouillon de 
fennentation jusqu'a une concentration de 180 g/1, le rendement de 
production de TAPS et de ses derives obtenu a atteint 14 g/1. comma le 

10 montient le tableau 5 et la figure i , 

Apres la fennentation, la biomasse renfemiant les sphingolipides est 
tiansferee dans une cuve de vieillissement. Ensuite, la biomasse feirnentee 
est vieillie pendant 2 jours a 3- ST. On fait precipiter les cellules et on les 
fait deposer au fond de la cuve, puis on extrait les sphingolipides par un 

15 precede qui est pratiquement le meme que ceUii public par Wickerham et 
colL, (1962). Enfui, on obtient plus de 95% de TAPS purifiee par 
chromatographic sur colonne de gel de silice. 



13 
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RFVRNDICATIONS 

I Precede pour une production maximale de TAPS, utilisant une 

nouvelle souche de Pichia cifcnii DSCC 7-25 (KCCM-I013 I), comprenant 
les etapes de: 

i) fermentation avec la souche de levure jusqu'a ce que la 
concentiation maximale de TAPS dans le milieu de fennentation 
atteigne 5-15 g/1, dans laquelle 

a) la composition du milieu YMgl comprend de I'extiait de 
levure, de I'extrait de malt, de la peptone, du glycerol 
contenant du C aCb et du citrate; 

b) la temperature de culture est de 22-28°C; 

c) la Vitesse d'agitation du milieu est de 400-^600 tours/min; 

ii) transfert de la masse de fennentation dans une cuve de 
vieillissement; 

iii) separation de la TAPS a I'aide de solvant organique; et 

iv) purification de la TAPS par chromatographie sur colonne de gel 
de silice. 

2. Procede pour une production maximale de TAPS utilisant une 
nouvelle souche de Pichia cifenii DSCC 7-25 (KCCM- 10131) selon la 
revendication U dans lequel la fennentation est une fennentation par lots, et 
la composition du milieu YMgl comprend 0,2^0,4% (poids/volume) 
d'extiait de levure, 0,2-0,4% (poids/volume) d'extrait de malt, 0,3--0,7% 
(poids/volume) de peptone. 8,0-12,0% (poids/volume) de glycerol 
contenant 5^15 mmoles de CaCb et 0.4- 0,7% (poids/volume) de citrate. 

3. Procede pour une production maximale de TAPS utilisant une 
nouvelle souche de Pichia cifenii DSCC 7-25 (KCCM- 1013 1) selon la 
revendication 1, dans lequel la fennentation est une fennentation par lots 
alimentes, et la composition du milieu YMgl comprend 0,3-0,5% 
(poids/volume) d'extrait de levure, 0.3 0,5% (poids/volume) d'extrail de 
malt, 0,3-0,7% (poids/volume) de peptone, 15,0-18,0% (poids/volume) de 
glycerol contenant 10-20 mmoles de CaCb et 0,5-0,9% (poids/volume) de 
citrate. 
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4. La levure selectionnee Pichia cifenii DSCC 7-25 (KCCM- 
10131). 

5. Procede d'isolement de noiivelles descendances haploides de 
la souche parentale spondee de Pichia cifenii ATCC 14091, dont est isoiee 
la levure Pichia ciferrii DSCC 7-25 (KCCM-10131), ledit procede 
comprenant les etapes : 

i) de mise en culture cle la levure parentale diploide Pichia cifenii 
ATCC 14091 dans le milieu YMgl [0,2^-0,4% (poids/volume) 
d'exti-ait de levure, 0,2-'0,4% (poids/volume) d'extrait de malt, 
0,3^0,7% (poids/volume) de peptone, 2,5^3,5% (poids/volume) 
de glycerol] sous agitation: 

ii) d'etalement dans le milieu de sporulation [3-7% d'extrait de malt 
et 4-5% de gelose]: 

iii) d'obtention de spores uniques en foi-me de chapeau et de 
selection des spores par I'intennediaire d'un procede 
d'enrichissement qui consiste en un choc theixnique et un 
traitement a la Zymolyase: 

iv) de mise en culture des cellules selectionnees dans le milieu 
YMgl en boite [0,2 0,4% (poids/volume) dextrait de levure, 
0,2-0,4% (poids/volume) d'extiait de malt, 0,3-0,7% 
(poids/volume) de peptone, 2,5-3,5% (poids/volume) de glycerol 
et 2-30 mmoles d'ECiTA]: 

V) de selection des cellules selon la quantite de sphingolipides 
liberes; et 

vi) d'isolement de Pichia cifeirii DSCC 7-25 comme etant la cellule 
qui libere le plus de sphingolipides dapres Tanalyse par CCM et 
par HPLC. 
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